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Bikunin enthaltende Plasmafraktion, 
Verfahren zu ihrer Herstellunq und ihrer Verwendung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer Bikunin-enthaltenden 
Plasmafraktion, das erhaltliche Produkt sowie dessen Verwendung bei septi- 
5 schen Zustanden. 

Bikunin ist ein Proteinase Inhibitor mit einer Reihe von physiologischen Funk- 
tionen. Es liegt in Plasma zumeist als Untereinheit von Pra- und Inter-a- 
Tryspininhibitor (Ial) von In der gebundenen Form wird jedoch eine geringere 
Bikunin-Aktivitat als in der freien Form gefunden. Zu den vielfaltigen Aktivita- 
10 ten des Bikunin zahlt auch die Inhibition des Plasmin an der Zelloberflache 
sowie die Stimulation von Neutrophilen durch Lipopoiysaccharide, was auf eine 
Rolle bei Entzundungsreaktionen hindeutet. In "The International Journal of 
Biochemistry Cell Biology" 32, 125-137 (2000) wird die Struktur und Funktion 
von Bikunin diskutiert. 

15 Das Bikunin wird oftmals als leichte Kette des Ial bezeichnet bzw. als dessen 
Untereinheit 1. Man spricht auch von der Ial Familie der Plasma Proteine, die 
aus verschiedenen strukturell verwandten Molekulen besteht. Eine Ubersicht 
dazu wird von 3. P. Saiier et ai (Biochem. 3. 315, 1-9 (1996)) vorgestellt. Biku- 
nin wird zur Bildung von Ial mit verschiedenen schweren (H) Ketten durch 

20 kovalente Bindung integriert. Dabei wird uber Chondroitin-4-Sulfat eine Protein 
Glycosaminoglycan - Protein Bindung gebildet. 

Zur therapeutischen Verwendung bei schweren Entzundungen wird in der US- 
A-5,777,081 ein Inter-a-Trypsininhibitor Konzentrat beschrieben, welches aus 
drei Peptidketten besteht und ein Molekulargewicht von etwa 220 kD aufweist. 
25 Dieses Molekul besteht aus den zwei schweren Ketten HI und H2, sowie der 
leichten Kette, Bikunin, gebunden durch eine Glycosaminoglycan-Kette. Zur 
Gewinnung des Konzentrates wird eine Heparin-Affinitatschromatographie 
herangezogen. 
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Das der Erfindung zu Grunde liegende technische Problem liegt in der Bereit- 
stellung einer Plasmafraktion mit Antitrypsin Aktivitat, die sich durch ein einfa- 
ches Herstellungsverfahren sowie die Wirksamkeit bei septischen Zustanden 
auszeichnet. 

5 Dieses Problem wird erfindungsgemaB durch ein neues Herstellungsverfahren 
fur eine humane Bikunin-Plasmafraktion gelost. Aufgrund des Bikunin-Gehalts 
weist diese Plasmafraktion eine Antitrypsin Aktivitat auf. Es hat sich herausge- 
stellt, dass sich zur Gewinnung der Bikunin-Plasmafraktion die Molekularaus- 
schluss-Chromatographie hervorragend eignet. Damit kann eine Vielfalt von 

10 Proteinen der loci Famiiie gemeinsam erhalten werden. Darunter ist auch der 
native Inter-a-Trypsininhibitor, der in Plasma oftmals vergesellschaftet mit 
weiteren Bikunin-enthaltenden hochmolekularen Proteinen gefunden wird. 
Ebenso ist auch ein reiner Inter-a-Trypsininhibitor mit dem erfindungsgema- 
Ben Verfahren erhaltiich, der im wesentlichen nur aus dem Molekul mit den 

15 drei peptidischen Ketten besteht (HI, H2 und Bikunin), gebunden durch eine 
Glycosaminoglycan-Kette, und ein Molekulargewicht von etwa 220 kDa auf- 
weist. Freies ungebundenes Bikunin hat ein Molekulargewicht von unter 70 
kDa und wird in einfacher Weise durch das erfindungsgemaBe Verfahren ab- 
getrennt. Es ist durch die Molekularausschluss-Chromatographie, auch ge- 

20 nannt Gelpermeation, jedenfalls moglich die Bikunin-enthaltenden Proteine in 
einer Fraktion enthaltend Proteine mit einem Molekulargewicht im Bereich von 
100 bis 500 kDa, vorzugsweise 100 bis 250 kDa, zu erhalten, die im wesentli- 
chen frei von ungebundenem Bikunin sind. 

Das freie ungebundene Bikunin hat namlich den Nachteil der kurzen Halb- 
25 wertszeit von etwa 30 min. Bikunin in der erfindungsgemaBen Plasmafraktion 
erweist sich in vivo als wesentlich stabiler; es konnte eine Halbwertszeit von 
mehreren Stunden nachgewiesen werden. 

Es war zudem uberraschend, dass Bikunin, welches in der erfindungsgemaB 
hergestellten Plasmafraktion in gebundener Form vorliegt, sich in einem in vivo 
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Modell als wertvolles Therapeutikum gegen Sepsis zeigt. Man konnte eher 
annehmen, dass das freie ungebundene Bikunin starker wirksam ware. 

Die Herstellung durch Molekularausschluss-Chromatographie ist einerseits 
direkt aus Plasma moglich oder aus einer Plasmafraktion, also beispielsweise 
aus Fraktionen, die durch Fallungen oder Adsorptionen aus Humanplasma 
erhalten werden konnen. Als vorteilhafterweise verwendetes Start mate rial 
kann Kryoprazipitat oder Kryouberstand eingesetzt werden. Die Verwendung 
von Kryoprazipitat als Ausgangsmaterial zur Herstellung der erfindungsgema- 
Ben Bikunin-Plasmafraktion hat den Vorteil, dass bei der Molekularausschluss- 
Chromatographie neben der Bikunin-Plasmafraktion eine weitere therapeutisch 
relevante Plasmafraktion enthaltend gereinigten Komplex aus Blutgerinnungs- 
faktor VIII (FVIII) und von Willebrand Faktor (vWF), also den FVIII/vWF, ge- 
wonnen werden kann. 

Dabei folgt die Molekularausschluss-Chromatographie vorzugsweise auf eine 
Reinigung des FVIII/vWF durch Ionenaustauschchromatographie. Die beson- 
ders bevorzugte Kombination von Reinigungs- und Herstellungsverfahren ist 
eine Anionenaustauschchromatographie zur Reinigung von Plasmaproteinen 
aus Kryoprazipitat, wie z.B. den FVIII und/oder den vWF, und einer darauffoi- 
genden Gelpermeation. Ebenso bevorzugt ist die Reinigung von Faktoren des 
Prothrombinkomplex und die Gelpermeation. 

Nach Trennung der Bikunin-Plasmafraktion durch Molekularausschluss- 
Chromatographie konnen Chromatographieverfahren zur hoheren Reinheit der 
Bikunin enthaltenden Proteine eingesetzt werden. Dazu zahlen die Ionen- 
austausch-, Affinitats-, Molekularausschluss-Chromatographie und/oder hyd- 
rophobe Chromatographie. 

Diese Verfahren konnen sich der Saulenchromatographie, als kontinuierliches 
oder diskontinuierliches Verfahren, in einer Axialsaule oder Radialsaule, oder 
auch des "Batch" Verfahren bedienen. 
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Fur die Gelpermeation oder Molekularausschluss-Chromatographie werden 
vorzugsweise Chromatographiematerialien auf Basis von hydrophilen Tragern 
eingesetzt. Diese sind vorzugsweise Polysaccharide, insbesondere Dextrane, 
Cellulose, Agarose, modifizierte Polysaccharide, hydrophile, synthetische Poly- 
5 mere, vorzugsweise sogenannte Tentakelgele, mit hydrophilen Gruppen modi- 
fizierte Silicagele oder Kombinationen davon. Die Elution der Bikunin- 
Plasmafraktion erfolgt vornehmlich mit Puffern erhohter Salzkonzentration in 
einem pH-Bereich von etwa 6 bis 9. 

Als kommerziell erhaltliche Trager werden beispielsweise Polysaccharide, wie 
10 Sephadex, Sepharose, Agarose, etc. eingesetzt. Bevorzugte synthetische Po- 
lymere sind solche auf Polyglycidylmethacrylat-Basis, insbesondere mit 
hydrophilen Armen (Tentakeln) modifizierte. Zur weiteren Beschreibung wird 
auf die EP-A-0 337 144 und die EP-A-0 320 023 verwiesen. Als Tentakel- 
Chromatographiematerialien sind insbesondere die Tragermateriaiien aus der 
15 EP-A-0 377 144 bevorzugt. Neben den organischen Tragermateriaiien kommen 
auch anorganische Materialien, wie Silicagele in Betracht. Hier sind beispiels- 
weise TSK-Gele sowie sogenannte SW-Gele (Silica wide pore, Toso Haas, 
Stuttgart) zu nennen. 

Das im erfindungsgemaBen Verfahren verwendete Tragermaterial weist insbe- 
20 sondere eine groBporige Struktur auf. Partikulares Material besitzt insbeson- 
dere eine KorngroBe von 0,5 bis 350 pm. 

Ebenfalls Verwendung finden konnen sogenannte kompakte Blockmaterialien, 
Membranen und/oder Monolithen, wie sie in der EP-A-0 320 023 beschrieben 
sind. Das kompakte Blockmaterial hat den Vorteil, dass es.aufgrund seiner 
25 monolithischen Struktur druckstabil ist und im radialen Fluss bzw. im kontinu- 
ierlichen Verfahren betrieben werden kann. Die Prozessdauer .wird dadurdv 
wesentlich herabgesetzt, was den Vorteil hat, dass ein labiles Protein, wie der 
loci unter Umstanden auch ohne Verwendung von Prozessstabilisatoren gerei- 
nigt werden kann, und der native Zustand im wesentlichen erhalten wird. Die 
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rasche chromatographische Trennung an derartigen Materialien wird auch im 
kleinen MaBstab ausgenutzt, es wird daher das erfindungsgemaBe Verfahren 
nicht nur fur den groBtechnischen, industriellen Einsatz zur Verfiigung gestellt, 
sondern auch fur die Analytik, z.B. im Rahmen einer Prozess-Kontrolle wah- 
5 rend der Produktion von Plasmafraktionen. 

Die PorengroBe des Tragermaterials ist ublicherweise im Bereich von 5 nm bis 
10 [jm, insbesondere groBer als 50 pm. 

Fur die weitere chromatographische Reinigung werden etwa Ionenaustauscher 
auf organischer oder anorganischer Basis, also Kationen- oder Anionenaustau- 

10 scher, eingesetzt. Als starke Kationenaustauscher sollen beispielhaft Trager 
mit S0 3 -Gruppen und als schwache Carboxymethyl-Kationenaustauscher ge- 
nannt werden. Zu den moglicherweise verwendeten starken Anionenaustau- 
schern zahlen etwa die mit TMAE-, oder QA-Gruppen versehenen Gele; zu den 
starken Anionenaustauscher etwa diejenigen mit DEAE-Gruppen. Im Ailgemei- 

15 nen konnen etwa Tentakelgele oder auch Membranen eingesetzt werden. 

Ebenso konnen auch Affinitats materia lien mit verschiedenen Liganden, etwa 
Heparine, Dextransulfate, Hydroxyapatite, Lektine, Rezeptoren und niedermo- 
lekulare Substanzen mit Affinitat zu loci bzw. Bikunin zur Anwendung kommen. 
Zur hydrophoben Chromatographie werden etwa Trager eingesetzt, die mit 
2 0 linearen Kohlenwasserstoffen mit CI bis C10 oder deren Derivate, darunter 
Phenylgruppen und dergleichen, modifiziert sind. 

Ein besonders geeignetes erfindungsgemaBes Verfahren bedient sich der Im- 
munaffinitatschromatographie unter Verwendung eines monoklonalen Antikor- 
pers gegen Bikunin. Damit werden Molekule, die Bikunin gebunden haben, 
25 weiter angereichert. Ein bevorzugter monoklonaler Antikorper ist ein Maus- . 
Antikorper, der gegen ein Epitop im aktiven Zentrum von Bikunin gerichtet ist. 
Ein solcher Antikorper, wie z.B. der Mab 69.31, blockiert insbesondere die 
Plasmin inhibierende Wirkung der leichten Kette von loci. 
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Der monoklonale Antikorper, der an die Bikunin-enthaltenden Proteine der lal 
Familie bindet eignet sich besonders fur die Herstellung und weitere Reinigung 
der erfindungsgemaBen Bikunin-Plasmafraktion. Dieser ist dann vorteilhafter- 
weise an einem festen Trager immobilisiert, zum Einsatz in der Saulenchro- 
5 matographie, fur ein kontinuierliches oder diskontinuierliches Verfahren, in 
einer Axialsaule oder Radialsaule, oder auch im "Batch" Verfahren. Dabei ist 
unumganglich, dass der Antikorper auch nach seiner Immobilisierung noch 
eine ausreichende Affinitat zu Inter-a-Trypsininhibitor zeigt. 

Weiterhin konnen auch polyklonale Antikorper durch Immunisierung von ge- 
eigneten Systemen mit der erfindungsgemaBen Bikunin-Plasmafraktion erhai- 
ten werden. Die Analyse der Bikunin-Plasmafraktion mittels elektrophoreti- 
scher und immunchemischer Methoden zeigt eine Reihe von Bikunin- 
enthaltenden Proteinen, jedenfalls solche, die Bikunin an mindestens eine 
schwere Kette des lal assoziiert enthalten. Freies Bikunin konnte nicht gefun- 
den werden. Die erfindungsgemaB gewonnene Bikunin-Plasmafraktion oder lal 
Plasmafraktiori ist somit im wesentlichen frei von ungebundenem, separatem 
Bikunin. 

Nachdem die Antitrypsin Aktivitat der Bikunin Untereinheit der Proteine zuge- 
ordnet wird, kann die erfindungsgemaBe Bikunin-Plasmafraktion auch dadurch 
20 gekennzeichnet werden, dass sie zum GroBteil aus Proteinen besteht, die eine 
Antitrypsin Aktivitat aufweisen. Eine bevorzugte Plasmafraktion enthalt daher 
mindestens zu 70% Proteine mit einer Antitrypsin Aktivitat, vorzugsweise min- 
destens 80%, am meisten bevorzugt mindestens 90%. 

Speziell durch weitere Reinigungsschritte kann auch eine spezifische Aktivitat, 
25 ausgedruckt in Trypsin inhibierenden Einheiten pro Milligramm Protein, die ein 
Vielfaches der Aktivitat von Humanplasma betragt. Beispielsweise kann die 
Antitrypsin-Aktivitat mindestens 50 mal mehr als in Plasma erreicht werden, 
vorzugsweise mehr als 100 mal, am meisten bevorzugt mehr als 200 mal so- 
viel ais in Humanplasma. Es wurde auch uberraschenderweise gefunden, dass 
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mit dem erfindungsgemaGen Verfahren ein derart Protein schonendes Verfah- 
ren bereitgestellt wird, so dass die erhaltene Bikunin-Plasmafraktion weitge- 
hend natives, gebundenes Bikunin bzw. natives Inter-alpha-Trypsininhibitor 
enthalt. So ist die erhaltene Aktivitat bezogen auf Inter-alpha-Trypsininhibitor 
5 Protein, gemessen als Antigen, mit der Aktivitat in Humanplasma durchaus 
vergleichbar. Die erfindungsgemaGe Plasmafraktion enthalt also vorzugsweise 
Bikunin enthaltende Proteine, wie Inter-alpha-Trypsininhibitor, die zumindest 
80% aktiv sind, vorzugsweise mindestens 90%. Am meisten bevorzugt ist das 
Verhaltnis der Aktivitat zu Antigen etwa gleich. 

10 Die im erfindungsgemaGen Herstellungsverfahren eingesetzte Molekularaus- 
schluss-Chromatographie ist Voraussetzung fur die Charakterisierung des Mo- 
lekulargewichtes der enthaltenden Proteine. Eine bevorzugte Plasmafraktion 
enthalt im wesentlichen Proteine mit einem scheinbaren Molekulargewicht im 
Bereich von 100 kDa bis 500 kDa, vorzugsweise 100 bis 250 kDa, und sollte 

15 daruber hinaus keine weiteren wesentlichen Bestandteile enthalten. Das 
scheinbare Molekulargewicht wird durch die Molekularausschluss- 
Chromatographie bestimmt, wobei Standardproteine mit einem bestimmten 
Molekulargewicht als Referenzmaterial eingesetzt werden. 



Die in der erfindungsgemaGen Plasmafraktion vorwiegend enthaltenen Proteine 
2 0 der lal Familie sind der Inter-alpha-Trypsininhibitor selbst und vorzugsweise 
mindestens ein weiteres Bikunin enthaltendes hochmolekulares Protein, also 
mit einem scheinbaren Molekulargewicht von mindestens 100 kDa wie der Pra- 
alpha-Inhibitor. Aber auch eine hochgereinigte lal-Praparation kann durch das 
erfindungsgemaGe Verfahren ohne weiteres erhalten werden, wobei die resul- 
25 tierende erfindungsgemaGe Plasmafraktion bzw. lal-Praparation keinen weite- 
ren Bikunin-enthaltenden Bestandteil enthalt, insbesondere im wesentlichen 
frei ist von separatem Bikunin. "Im wesentlichen frei" bedeutet hier weniger 
als 10%, bevorzugterweise weniger als 5% bezogen auf das Gesamtprotein. 
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GemaB einer besonderen Ausfuhrungsform wird die Bikunin-Plasmafraktion als 
Basis fur eine pharmazeutische Zubereitung eingesetzt. Diese ist durch die 
gegebenenfalls weitere Reinigung der Bikunin-Proteine und durch Formulie- 
rung, MaBnahmen zur Sterilisierung bzw. Steri [filtration sowie Inaktivierung 
5 von moglicherweise vorhandenen Pathogenen erhaltlich. Vorzugsweise wird die 
pharmazeutische Preparation als Lyophilisat zur Verfugung gestellt, beispiels- 
weise formuliert mit stabilisierenden Polyolen, Zucker, Zuckeralkoholen, Ami- 
nosauren oder anorganischen Salzen, welche Formulierung fur die intravenose 
Verabreichung geeignet ist. 

10 Die pharmazeutische Anwendung von Piasmaprodukten birgt ein Risiko der 
Ubertragung von moglicherweise im Ausgangsplasma vorhandenen Pathoge- 
nen, wie z.B. von durch Blut ubertragbare Viren mit sich. Dazu zahlen die 
Hepatitisviren A, B, C, die Hl-Viren und Parvovirus. Um das Risiko zu mindern, 
werden daher bei der Herstellung der Plasmaderivate verschiedene MaBnah- 

15 men zur Reduktion von moglicherweise vorhandenen Viren durch Inaktivierung 
oder Abreicherung bzw. Entfernung eingesetzt. Zur Inaktivierung von Viren 
wird etwa die Hitzebehandiung in wassriger Losung oder im Lyophilisat einge- 
setzt, wobei das Erhitzen vorzugsweise des gereinigten Produktes ("bulk") 
oder im Endbehalter vorgenommen wird. Dabei konnen Stabilisatoren wie 

20 anorganische Salze, Zucker, Zuckeralkohole, Polyole im allgemeinen oder Ami- 
nosauren einen vorteilhaften Effekt zum Erhalt der Bikunin-Aktivitat zeigen. 
Weiter ist die Behandlung mit organischen Losungsmitteln, etwa mitTNBP (Tri- 
n-Butylphosphat), gegebenenfalls in Anwesenheit von Detergenzien, oder 
Tensiden, wie Triton, Tween, Cholat, und dergleichen, eine bevorzugte Ma(3- 

25 nahme zur Inaktivierung von Viren. Weitere Methoden sehen verschiedene 
Chemikalien, wie z.B, Thiocyanate, Monochloressigsaure oder organische 
Sauren vor. Auch Alkohole haben eine Virus inaktivierende Wirkung. 

Zur Abreicherung bzw. Entfernung von Viren eignet sich insbesondere die 
Nanofiltration, etwa im cross-flow (tangentialer Fluss) oder im "dead-end" 
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(Durchfluss) Verfahren. Die dazu verwendeten Filtermaterialien sind einerseits 
Membranen bzw. Tiefenfilter oder Ultrafilter. Etwa werden Filter mit einer Po- 
rengroBe im Bereich von 15 bis 30 nm eingesetzt. 

Die Testung der therapeutischen Einsetzbarkeit der erfindungsgemaBen Plas- 
5 mafraktion oder pharmazeutischen Zubereitung erfolgt vorerst in geeigneten 

♦ 

Tiermodellen. Als anerkanntes Modell wurde etwa ein Rattenmodell der poly- 
mikrobiellen Sepsis (vergleiche Yang S. et al, Am. J- Physiol 277, H1036- 
H1044 (1999) and Wang P, et al, J- Surg. Res. 85, 59-65 (1999)) eingesetzt. 
Es konnte gezeigt werden, dass die erfindungsgemaBe Bikunin-Plasmafraktion 
10 mit einer Dosis von beispielsweise 30 mg/kg die Mortalitat der Tiere signifikant 
herabsetzte. Die therapeutische Dosis wird etwa im Bereich von 3 bis 300 
mg/kg vermutet, je nach Grad der Sepsis und des Zeitpunktes der Verabrei- 
chung. 

Eine erfindungsgemaBe Verwendung der Bikunin-Plasmafraktion oder der 
15 pharmazeutischen Zubereitung, vor allem derjenigen, die im wesentlichen aus 
den Proteinen besteht, die ein scheinbares bzw. auch durch andere Methoden 
als die Gelpermeation verifiziertes Molekulargewicht von 100 bis 500 kDa auf- 
weisen, zur Behandlung von septischen Zustanden, umfassend schwere ent- 
zundliche Prozesse im Rahmen einer Sepsis oder septischen Schock, ist daher 
20 ein weiterer vielversprechender Gegenstand der Erfindung. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele noch weiter beschrieben. 

1. Herstelluna der Bikunin-Plasmafraktion 

Plasma-Kryoprazipltat wurde mit TNBP und Triton zur Inaktivierung von Viren 
behandelt. AnschlieBend wurde das Gemisch uber den Anionenaustauscher 
25 ENID - TMAE - Sephadex, einem Tentakelgel, aufgetrennt, wobei eine Fraktion 
enthaitend den Faktor VIII sowie den vWF gewonnen wurde. Diese Fraktion 
wurde weiter aufgetrennt unter Einsatz der Molekularausschluss- 
Chromatographie an Superose 6 (Pharmacia). Die hochmolekulare Fraktion 
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enthaltende vWF und den FVIII/vWF Komplex wurde abgetrennt und die Frak- 
tion enthaltend Molekule mit dem scheinbaren Molekulargewicht im Bereich 
von 100 bis 500 kDa wurde gewonnen. 

Nach elektrophoretischer Analyse und immunchemischer Auswertung konnte 
nachgewiesen werden, dass 80% der Proteine dieser Plasmafraktion der Fami- 
ne des loci mit Bikunin Aktivitat zuzuordnen ist. 

2. Reiniguna der Bikunin-Plasmafraktion durch Immunaffinitatschromatoaraphie 

Ein Maus-monoklonaler Antikorper Mab 69.31, hergestellt auf Basis einer ge- 
reinigten Plasmafraktion aus Beispiel 1, mit inhibierender Wirkung gegen die 
Bikunin-Aktivitat, wurde mit konventionellen Methoden hergestellt und selek- 
tioniert. Dieser Antikorper wurde an einem Trager, geeignet zur Immunaffini- 
tatschromatographie, immobilisiert. Eine Bikunin-Plasmafraktion konnte damit 
aus den folgenden Quellen isoliert werden: Humanes Plasma, Plasma- 
Kryoprazipitat, uber Ionenaustauscher gereinigtes Plasma-Kryoprazipitat. sowie 
die Bikunin-Plasmafraktion aus Beispiel 1 zum Erhalt einer weiter gereinigten 
Fraktion. 
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1. Verfahren zur Herstellung einer Bikunin-Plasmafraktion mit Antitrypsin Akti- 
vitat, wobei eine die Bikunin-Plasmafraktion enthaltende Quelle mittels Mole- 
kularausschluss-Chromatographie in Komponenten getrennt wird und eine 



2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Bikunin-Plasmafraktion enthaltende 
Quelle Kryoprazipitat oder Kryouberstand ist. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, wobei in der Bikunin- 
Plasmafraktion vorhandene Proteine ein Molekulargewicht von 100 bis 500 



4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Bikunin-Plasmafraktion durch Immunaffinitats-Chromatographie unter 
Verwendung eines monoklonalen Antikorpers gegen Bikunin weiter gereinigt 
wird. 

15 5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Bikunin-Plasmafraktion durch Ionenaustausch-, Affinitats-, Molekularaus- 
schluss-Chromatographie und/oder hydrophober Chromatographie weiter 
gereinigt wird. 

6. Humane Bikunin-Plasmafraktion erhaltlich nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
20 welche das Bikunin assoziiert mit mindestens einer schweren Kette von Inter- 

a-Trypsininhibitor enthalt, im wesentlichen frei von freiem Bikunin. 

7. Bikunin-Plasmafraktion nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass min- 
destens 70% der Proteine eine Antitrypsin -Aktivitat aufweisen. 

8. Bikunin-Plasmafraktion nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass 
25 mindestens 90% der Proteine eine Antitrypsin-Aktivitat aufweisen. 



5 



Fraktion mit Antitrypsin Aktivitat gesammelt wird. 



10 



kDa aufweisen. 
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9. Bikunin-Plasmafraktion nach Anspruch 6 und 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass die spezifische Antitrypsin-Aktivitat mindestens 50 mal hoher als in 
Humanplasma ist. 

10. Bikunin-Plasmafraktion nach einem der Anspruche 6 bis 9, mit Proteinen, die 
5 ein scheinbares Molekulargewicht von 100 bis 500 kDa aufweisen. 

11. Bikunin-Plasmafraktion nach einem der Anspruche 6 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass sie Inter-a-Trypsininhibitor enthalt. 

12. Bikunin-Plasmafraktion nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass sie 
Inter-a-Trypsininhibitor und mindestens ein weiteres Bikunin enthaltendes 

10 hochmolekulares Protein enthalt. 

13. Pharmazeutische Zubereitung enthaltend eine Bikunin-Plasmafraktion nach 
einem der Anspruche 6 bis 12. 

14. Antikorper, erhaltlich durch Immunisierung von geeigneten Systemen mit 
einer Bikunin-Plasmafraktion nach einem der Anspruche 6 bis 12. 

15 15. Trager mit einem Antikorper nach Anspruch 14, der eine Affinitat zu Inter-a- 
Trypsininhibitor aufweist. 

16. Trager mit einem monoklonalen Antikorper gerichtet gegen Bikunin, der zur 
Verwendung in einem Verfahren nach Anspruch 4 geeignet ist.< 

17. Verwendung einer Bikunin-Plasmafraktion nach einem der Anspruche 6 bis 
2 0 12, zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Sepsis. 
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